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twin NA 63 89 51　（5了）　　47　（了4）　14　（22）









































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































noma1 16 15a（94） 14d（88） 7了±21a 了、5±6．0
翠Nomal　blastocysts（not　used　for　embryo　transfer），　embryos　showi　ng　parti　cal
degenera七ed　bl　astocysts　and　emb　ryos　showing　regressi　on．
ulMhen　these　3　types　of　embryos　鴨re　of　the　same　nuclear　origin，　the
ident　i　fied　sex　was　found　to　be　al　l　the　same．
abcdeValues　with　different　superscripts　differ　significantly　（a＞c　P　〈0．01，
b＞cP〈0．Ol，d＞eP〈0．05）．
＿203　＿
Tabl　e　8－7．　Result　of　n㎝一surgical　t　ransfer　to　recipi　ent
nucleus　t　ranfe　r　red　（NT）　embryos　with　sex　predi　cted．
cattle　 f
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　No．of
Reci　pient　［㎞or　㎝bryos
　　No．　　　　　nuclei　　transfe　r　red　　SexDiagrK）sis
Sex　p　redi　cted　dono　r　bl　astome　re
1－Y　　　　　　vitro
2－C　　　　　　vitro
3－C　　　　　　vitro
2　　　male
3　　　female
3　　　femal　e
male　calf　born　day　292
retu　rned　to　est　rus　day　46
aborked　a　fetus　day　75
Sexi　ng　of　NT　embryos?????，????????????一? vitro
vitro
vitro
viVO
viVO
vivO
vitro
vitro
????female
fe揃ale
tnal　e
mal　e
fe胆1e
fepaale
male
mal　e
fe儲旧．1　e　cal　f　bGrn　day　2了7
femal　e　cal　f　born　bay　281
retur㎎d　to　est　rしにday　40
too　big　Tnal　e　cal　f　bo　rn　day　294
returned　to　estrus　day　46
aborted　a　f　etus　day　210
aborted　a　fetus　day　66
retumed　to　estrus　day　34
泌頓L一
Table　8－8．　Pregnancy　rate　of　nucleus　transfer　（NT）　embryos．
????ー?ーNT　embryos　t　ransfe　r　red　to
recipient　Cattle　used
reci　pient　cattl　e　pregnant
No．　of　prOducted　cal　ves
NO．　of　no　rmal　cal　ves
reci　pients
on　day＞50
　　　　　　　＞90
?????」? ? ?
（50）累
（17）料
（15）￥氷￥
累睡）．　of　pregnant　cattl　e　／　No．　of　recipient　cattle　used，
累翠No．　of　calves　／　No．　of　t　ransfee　red　NT　emb　ryos．
u＊No．　of　nomal　cal　ves／　No．　of　transfeered　NT　embryos．
一zρ3；’一
第9章　総括
　初期胚の移植技術を用いて優秀な牛を増産する事は可能となったが、GTHにょ
る採卵法では牛の個体差が大きく、またその効力自体にも限界がある。このため、
採取された胚を今よりも効率的に利用する方法の開発が求箪られている。
　自然界に認められる一卵性双子あるいは一卵性を成すクローン動物を無尽蔵に複
製できるようになれば、畜産物の品質の向上やコストの低減、さらには学術研究の
精度の向上や進展に対しても貢献できるのではないかと期待されている。また、一
卵性の胚の1つからその遺伝的な能力（例えば性別など）を調べれば、それに対応
する胚の能力が個体になる前に判定する事が可能になる。このように、クローン胚
を人為的に作出する技術を胚移植技術に導入することによって、その効率が高めら
れるのではないかと期待されている。
　哺乳動物において、2－4細胞期胚割球が単体で個体に発生すること（割球の全
能性）や、初期胚割球核が核移植によって個体に発生すること（核の全能性）が
Wi　l　ladsenのグループによって証明されて以来、この技術導入が家畜で行われるよう
になってきた。牛においてもWilladsen　et　al．やOzi1が分割技術を用いて
Bondioli　et　al．やWillasen　et　al，は核移植によって、それぞれでクローン牛を作
出することに成功している。しかし、これらの方法はいずれも材料の採取や作出さ
れた胚を発達させる過程で外科手術を要する点、クローン胚の作出に労力と経費を
要する点、顕微操作が複雑である点など、操作の簡易化が求められている。また、
kめustafa　et　al．，　Sigh　et　al，，Picard　et　al．および著者が行ってきた胚の性判別
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　麹，では33％－60％の胚の性判別ができることが報じられているが、性判別成功率
または性判別胚の生存性のどちらかが低くなるため、実用的な性判別の手段として
利用されるには至っていなかった。
　そこで本論文は、胚細胞の全能性を利用した胚の分割技術ならびに胚細胞核の全
能性を利用した核移植技術を用いて、牛胚を人為的に複製するための技術開発とそ
の技術を平準化することを目的に実施されたものである。
　第1章1節では、非外科的な採卵技術を簡易花するため、バルーン式子宮頸管拡
張器の開発と、多排卵処置に用いられるGTH製剤の雄較試験を行った。その結果・
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非外科的採卵に先立ってバルーン式子宮頸管拡張器を用いて頸管を拡張することに
より・採卵用バルーンカテーテルの通過を容易にし、採卵の際に起こる失技を低下
させることを認めた。また、子宮頸管を傷つけない採卵を可能とすることから、反
復的に採卵に供する牛の採卵方法として有効であることを認めている。
　GTHの比較試験では・性周期の8－14日目の供卵牛に24単位のFS卜！製剤
およびhMG製剤を3－4日間連続的に投与することによる多排卵処置方法によつ
て、従来の36単位のFSHを用いた方法と同等以上の正常胚数が回収できる
（5．5－6．6個／頭　VS．4．5個／頭，　P＞0．05）ことを明らかにし
た。しかしながら、GTHによる採卵は採卵回数や個体差等の影響を強く受けるこ
とから、採取した胚を複製する技術開発の必要性を再認識した。
　これまで、乗駕発情が確認できない酪農地帯では受卵牛の正確な発情発現日や性
殖器の善し悪しを判定できないため、胚移植の受胎率は低率であった。そこで2節
では、受卵牛の選定方法を開発することを目的に実施した。受卵牛の移植前日の直
腸検査所見から受卵牛を選定することにより、受胎率（57／82，70％》は人
工授精並の受胎率（60－65％）に改善された。舎飼いで繋養されている受卵牛
の外貌所見および直腸検査による発情卵胞とその排卵確認から発情日を推定した後、
移植を行うまでに最終的に黄体の検査を行うことにより、正常黄体を有する受卵牛
数および移植後の受胎率は163／184（89％）および124／176
（70％）に向上し、乗駕発情を観察した受胎率に匹敵する受胎率が得られること
を明らかにした。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　竜．　なお、これらの結果は2章以下の研究を効率よく進めるための基礎となるもので
ある。
　第2章では、胚細胞の全能性を用いて胚を複製するためにN胚に対して損傷を与
えにくい分割法を考案すること奪目的に実施した。この結果、胚細胞数が異なるこ
とによって分割胚の形態が異なうこと、分割に用いる器具によって作出される分割
胚の保有細胞数が異なること・潭明帯の還納処置の有無によって受卵牛に移植した
後の産子への発生能が異なることを認めた。これらの案験結果を基に透明帯を蛋白
酵素で脆弱化された胚を眼科用羊スを用いて分割後・透明帯内に還納する噂連の分
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割方法を考案した。本方法にて作出された分割胚を受卵牛に移植することにより、
7頭の双子を含む27頭の産子を得た。胚1個が2個に分割されることによって得
られる産子の生産効率（27頭／35胚，77％）は、非分割胚（対照区）のそれ
（54／128，42％）よりも有意（P＜O．01）に高かった。このことは、
本分割法は1個の胚から産子の生産効率を高める方法として実用段階で利用できる
ことを示すものである。
　第3章では、作出された分割胚の片方からその遺伝的素質（産子の性）を調べる
ことにより、残るもう一方の胚の性を予知する可能性を調べた。その結果、分割胚
を作出してから分裂阻止剤で培養するまで前培養を行うことによって、性判別成功
率は向上（O時間，52％vs．6時間，81％）することを認めた。移植用の分
割胚を培養している間に68個の胚の46個（68％）で性が間接的に予知され、
その内の40個の性判別胚を受卵牛に移植することによって予知した性と一致した
15頭の産子を得ることに成功した。このことから、分割胚の利用により性判別胚
の作出が可能であり、この方法は胚の生存性を落とすことなく、必要な産子の性を
農家に供給できる技術として実用化の可能性を示した。
　第4章では3章で行った性判別成功率をより向上するため、PCR（polymerase
chain　reaction）法を導入して極めて少量の胚細胞から胚の性を予知する可能性を調
べた。その結果、品質が劣る胚（少量の細胞しか性判別に供出できない胚）からで
も性判別胚の作出が可能（18／19、94％）で、この成功率は染色体検査を用
いた成功率（20／43、49％，P＜0．01）よりも高いことを明かとした。
しかしながら、品質が劣る胚から作出された胚の受胎率は極めて低く（10／48s
21％）、実用段階での利用には支陣があると判断された。
　第5章では、分割胚の発生能の低下を最小限にとどめる胚分割法として、正常な
胚から少量の細胞塊を分割採取した後にこの胚を再度2分割ザる“3分割法”を考
案し、この方法の適否について検討したりそして、採取された少量の細胞塊を性判
別に用いることにより、残る2個の分割胚の性を移植前に予知しうる可能性と、性
予知された2個の分割胚から一卵性双子が生産される可能性について調べた。その
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結果、顕微操作によって48組の3分割を作出し、この3分割胚の1っを用いてP
CR法で9個中8個（89％）、染色体検査で39個中15個（38％，　P＜O，
05）の性を判定した。性判定できた20組の性判別分割胚を30頭の受胚牛に
1－2胚づっ移植しところ、17頭（57％）が妊娠し、4組の双子を含む16頭
の産子を得た。性判定された分割胚由来の産子の性はいずれも移植前に予知された
性と完全に一致した。3分割胚の受胎率および受卵牛への移植によって得られる産
子の生産効率（22頭／31胚，70％）は、2分割胚の成績（47／63，
74％）と同等であった。従って、新たに開発された牛胚の3分割法は生存性を低
下させることなく一卵性をなす分割胚の性を予知する手段になり）ると考えられる。
また、胚1個から得られる産子数（27／35，77％）は、非分割胚（対照区）
のそれ（54／128，42％）よりも有意（P＜0、01）に高かった。このこ
とは、本分割法は1個の胚から産子の生産効率を高める方法として利用できること
を示すものである。
　第6章では、胚細胞核の全能性を利用することに着目した複製胚の作出方法を検
討した。特に、屠畜場から大量に収集することが可能である体外成熟卵を受核卵細
胞質に用いた核移植法の条件設定（体外成熟卵の核の除去方法、除核卵細胞質の活
性化方法、除核卵細胞質とドナー割球融合条件および核移植胚の培養方法）を行っ
た。その結果、20－25時間域熟培養された屠体由来の卵胞卵から第1極体近辺
の卵細胞質を除去することにより、大量に受核卵細胞質を作出できることを認めた。
この卵細胞質に成熟培養30時間で電気刺激を与えることによって、90％の卵細
胞質が活性化し発生を再開することを認めた。また、この電気刺激は、ドナー割球
との融合条件にも有効で、8－16細胞期胚割球の78％から核移植胚を作出する
ことが可能であった。作出された核移植胚を卵丘細胞と体外で共培養することによ
り、少数例ながら体外で正常に発達し、受卵牛への移植によp産子に至ることを明
かにした。本結果は、体外成熟卵を用いた核移植で正常な個体を作出した最初の成
功例であった（1990年8月20日誕生）。このことは、体外成熟卵由来の受核
卵細胞質は、発達の進んだ初期嘩の核を初期化し、核移植の受核卵細胞質として利
用可能であることを示すもので南る。
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　第7章1節では、活性化後の経過時間が異なる未受精卵細胞質に移植された核の
形態ならびに作出された核移植胚の発生能を比較した。その結果、M　it期卵細胞質
以外にも、活性化6時間後の前核期の前期に相当する卵細胞質が、核の再構築能を
保有することを認めた。また、作出された核移植胚の核の異常の頻度（2％）は、
従来のMII期卵細胞質を用いた時の頻度（26％）に比飛て侭くなることが判明し
た。さらに、作出された核移植胚の胚盤胞への体外での発生能（10％）はM11期
卵から作出された核移植胚の発生能（2％）よりも高く、受卵牛への移植により産
子に発生することを認めた。これらの結果は、前核期の前期に相当する卵細胞質は
初期胚の核を初期化する能力を保有すること、作出された核移植膳の発生を従来の
方法より高めることを示すものである。
　第2節では、1節に示した前核期前期の受核卵細胞質の細胞周期と同調するGl
期の胚細胞核、あるいはその時期の細胞周期の割球を多数保有する胚の採取方法に
ついて検討した。また、採取されたドナーの核移植を行い、その発生能を比較した。
その結果、体外受精後114時間と126時間のドナー胚は細胞分裂直後（おそら
くこの細胞周期はGl期に相当する）の核を多く保有すること、それらの核により
作出された核移植胚の体外での胚盤胞への発生率（20－25％）は他区の発生率
（11－18％）に比較して高率（22－－27％）であることを認めた。本章で得
られた核移植胚の発生率は、体外受精胚の体外での胚盤胞への発生率（20　一一
25％）と同等であり、1個のドナー歴から6個程度のクローン胚を作出する事が
可能となることから、本核移植法は、有益な胚の複製方法に改良されたと考えられ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Lる。しかし、作出された核移植胚由来胚盤胞の細胞数（82±18）は生体回収胚
や体外受精胚の細胞数（164±39、149±42）よりも有意（P＜0．01）
に低いことから、生存性を低下させない培養方法にっいて検討を要する。
　一方、細胞周期同調剤（ピンブラスチン）にて細胞分裂終ア後6時間以内に同期
化されたG｝期のドナー核から作出された核移植腔は、体外で39／177個の胚
（22％）が胚盤胞へと発達したものの、対照となる核移植腔の発生率（22，
27％）と同等であったことから、その効果は認められなかった。このため、細胞
周期同調剤によるドナー核の細胆周期の同期化方法は更なる改良を要する。
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　第8章1節では体外成熟／体外受精／体外培養によって作られた牛初期胚から細
胞質内脂肪穎粒（脂質）を除去し、それらの凍結保存が可能かどうかを調べた。ま
た、脂質除去胚由来の8－16細胞期胚の核を、凍結保存後に核移植に使用できる
可能性を調べた。サイトカラシン存在下で遠心分離によって極在化された胚の脂質
を吸引除去することによって作出された脂質除去胚を凍結匙解したところ、
12／53個（23％）が体外で胚盤胞に発達し、非脂質除去胚の発生率
（2／43）に比し高い結果を得た。また、脂質除去胚割球を凍結融解の後に核移
植のドナーに用いた結果、作出された核移植胚は9／57個が胚盤胞に発生し、コ
ント臼。ルの発生率（23／93）と同等であった。これらの結果は、低温感受性
の高い牛体外受精由来8－16細胞期胚から脂質を除去することによって胚の耐凍
性が高まることと、これらの凍結された割球が核移植のドナー核として利用可能で
あることを示している。
　第2節では、ドナー核または群をなす核移植胚から性を判別することによって、
それと一卵性をなす核移植胚の性予知を試みた。その結果、体外受精後5日目のド
ナー胚の半分の細胞をPCRによる性判別に供すれば、核移植を実施する前までに
核の性を判別できること、その性判別ドナー核から作出された核移植胚の12個
（13．5％）が8日間の体外培養により胚盤胞に発達し、受卵牛への移植により
予知した性と同じ核移植産子が得られることを認めた。また、移植に用いる核移植
胚の性は、形態が劣化したクローン胚からでも予知できることを示した。このこと
は、性判別技術を核移植技術に組み入れることが可能であり、核移植技術の効率化
を図る上で有益な手段となると考えられる。
　第6－8章で得られた、総計47個の核移植胚を26頭の受卵牛に1－4個づっ
移植して、妊娠50日の胎膜触診により13頭（50％）の受胎を確認した。そし
て、この内の8頭が分娩し、うち7頭からドナー核の形質を有する正常な産子を得
た。しかし、5頭（38％）の受卵牛は妊娠50－90日で流早産した。分娩した
8頭の内の7頭の産子の体重は25－4・5　kgと、黒毛和種やホルスタイン種の性
時体重の正常値内に含まれていたが、1頭の受卵牛から巨大児も得られた。このこ
とから、核移植胚の移植後の発隼能にっいては更な系捨熱渉奪寸孟艶者ラられムー
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　以上のことをまとめると、優良遺伝形質を有するドナー牛から胚を回収し、受卵
牛に移植することによって、ドナー牛の産子数を増やすことは可能である。しかし、
GTHを用いた胚の回収個数には未だに限界があるため、胚の生産数の向上がさら
に求められる。
　開発された胚の分割法を用いれば、1個当たりの腔の生産性があがること、およ
び胚の性の予知が可能となることが示された。胚の分割は、①同期化された複数の
受卵牛に過不足無く移植を実施するための対策、②1個当たりの胚からより多くの
産子を得るための方策、③飼養試験のための効率的な実験動物の作出方法および④
胚の性判別法等に利用できると脅えられる。しかし、分割処置が可能な胚は正常卵
に限られるため、供卵牛の採卵成績（回収胚数や胚の品質）の影響を強く受ける。
また、分割胚の生存性を低下させないためには2－3分尉が限度と判断される。こ
のことから、作出できる胚数には限度があり、牛一卵性5子以上を分割によって作
出できる可能性は少ないと考えられる。
　胚細胞核の全能性を利用することに着目し、核移植を用いてクローン胚を作出す
る技術開発を行った結果、ドナー核を体外成熟卵紐胞質に紐胞周期を同期化した状
態で核移植することにより、1個のドナー胚から6個の胚を複製することが可能と
なる。また、核移植技術に性判別を組み入れることも可能となり、核移植を従来よ
りも効率的に行う可能性を示した。さらに、核の凍結保存や継代核移植技術を併用
すれば、胚を必要に応じて作出することも可能となるため、核移植技術の今後の発
展が期待される。しかし、核移槙胚の体外での嚢生能ならびに産子への発生能は依
然として生体回収胚や体外受精胚に比較して低く、また、受胎後の早流産の割合や
巨大産子の生産例が多く認められることから、現時点での核移植の実用化はリスク
を伴うと粉断される。今回の一一運の研究によって開発された核移植方法は、産子へ
の発生能が低い原因を究明・解沫する研究の手段として、また、今後の研究方法の
基本技術として役立つものと考えられる。
［結論〕
顕微操作を用いて胚を分割すること、および胚割球核を除核卵細胞質に移植して
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核移植胚を作出することにより、人為的に胚を複製できることが明かとなった。ま
た、作出された複製胚を性判別に用いることにより、胚の生産性を落とすことなく
胚に付加価値を与えることを明らかにした。これらのことは、顕微操作を利用した
胚の複製方法が胚移植の効率化を図る上で有益な手段となることを示すものである。
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